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Introduccién

Durante las ultimas cuatro décadas, una gran variedad de especies de microalgas
se han probado como alimento, pero probablemente menos de veinte han ganado
un amplio uso en la acuicultura. Las microalgas son reconocidas como las dietas
mas eficaces para los primeros estadios de crustaceos, debido a su aportacion de
acidos grasos poliinsaturados como los C-20 y C-22 (Gelabert et al.,, 1993;
Merchie et al., 1997; Boeing, 1999). Los trabajos pioneros de Chu y Webb (1984)
mostraron la importancia de los acidos grasos esenciales y las relaciones entre los
acidos grasos n-3 y n-6, que promueven un mayor crecimiento, generandose asi

un indicador de la calidad de las microalgas.

Estas deben poseer una serie de atributos clave que son Utiles a las especies
acuicolas. Deben ser de un tamafio adecuado para la ingestion, por ejemplo, de 1
a 15 um para filtradores; y de 10 a 100 um para herbivoros (Webb y Chu, 1984;
Kawamura et al., 1988). Deben tener altas tasas de crecimiento, ser susceptibles
al cultivo en masa, y también ser estables a las fluctuaciones de temperatura, luz 'y
nutrientes como puede ocurrir en los criaderos. Por ultimo, deben tener una buena
composicién de nutrientes, incluyendo la ausencia de toxinas que podrian ser

transferidos en la cadena alimenticia (Brown y Jeffrey, 1992).

Es por ello, que muchos trabajos de investigacion estdn encaminados a
determinar los niveles de aminoacidos, azucares, vitaminas y acidos grasos
(Watanabe et al., 1983; Volkman et al, 1989; Brown, 1991; Brown y
Jeffrey, 1992) y como, diferentes variables ambientales (salinidad, intensidad
luminosa, fotoperiodo y  temperatura) afectan los niveles de estos
compuestos (Sukenik y Carmeli, 1990; Renaud et al., 1991; Renaud y Parry,
1994) . Sin embargo, poca 0 nula atencidbn han recibido aspectos mas
basicos que pueden mejorar la producciébn de las microalgas. Uno de
estos aspectos es la densidad de siembra Optima mas apropiada para la

produccion y no existe informacion disponible para ninguna especie en la que



se detalle cual es el mejor in6culo para una produccion en un tiempo

razonable y se tenga una buena densidad de cosecha.

Por otro lado recientes estudios han demostrado que algas como Chlorella y
Scenedesmus tienen elevados contenidos de &cidos grasos altamente
insaturados (Pefia, 2003). Por ejemplo Chlorella sp., tienen diversas vitaminas
asi como acido eicosapentaenoico (3.2%), los cuales son importantes para el
desarrollo de larvas (Langdon y Waldock, 1981; Sargen et al., 1997). Mientras que
Scenedesmus acutus posee un 27% de acidos grasos poliinsaturados de cadena
de 16 carbonos, 6% de &cido linoleico y 28% de &cido a-linolénico (Abalde et al.,
1995). Estos acidos participan en procesos fisioldgicos, son componentes de las
membranas celulares, formando parte de la estructura de fosfolipidos y
glicolipidos; ademas, son moléculas combustibles y algunos de sus derivados
actian como hormonas o mensajeros y son ademas considerados por la

acuicultura como esenciales para los peces y crustaceos (Stryer, 1995).

Para poder evaluar la eficacia en la alimentacion de los cladoceros, las tablas de
vida son utiles ya que generan informacion sobre la influencia de las condiciones
ambientales en la estructura poblacional de una especie, como edad especifica,

mortalidad, fecundidad, y biologia reproductiva (Martinez y Ventura, 2011).

Caracteristicas generales de Chlorophyceae

Las microalgas representan uno de los mas grandes grupos de microorganismos,
sin embargo, poco conocidos. Como sucede con las plantas en relacion con los
animales terrestres, las microalgas representan la base alimenticia natural y

principal fuente de nutrientes a granel en la cadena alimenticia acuatica.

La clasificacion de estos organismos, permanentemente sufre modificaciones. Las
primeras clasificaciones se basaron principalmente en la pigmentacion o color del
alga (Dawson, 1966 y Chapman, 1970). Hoy en dia, se toman en cuenta otras

caracteristicas como: forma externa, presencia o ausencia de flagelos, tipo de



sustancia de reserva, moléculas presentes en pared celular, organizacion celular,

tipo de reproduccion y ciclo de vida (Van de Hoek et al., 1995 y Dawes, 1998).

El sistema de clasificacion de las algas varia dependiendo del autor, aunque de
forma general se reconocen entre cuatro y nueve divisiones. Actualmente se
cuenta con una base de datos global de las especies de todos los grupos de algas
(AlgaeBase) la cual mantiene actualizada la informacion taxonOmica. Se
reconocen cuando menos otras tres grandes phyla de algas eucariotas: algas
verdes (Chlorophyta), las algas rojas (Rhodophyta) y algas pardas (Phaeophyta),

ademas del grupo de las algas verde-azules.

De acuerdo a AlgaeBase 2017, las algas verdes (Chlorophyta) pertenecen al reino
plantae, en la Tabla 1, se ilustra la taxonomia de las algas verdes Chlorella y

Scenedesmus.

Tablal. Posicién taxondmica de las microalgas utilizadas como dietas en este trabajo.

Dominio | SubReino | Divisién Clase Orden Familia Especie
Chlorella
© « ) .
< 8 s Trebouxiophyceae Chlorellales Chlorellaceae vulgaris
o c <
8 _g 5 Beyerinck
8 k= 2
2 2 2 Scenedesmus
s S Chlorophyceae Sphaeropleales | Scenedesmaceae
acutus Meyer

Por sus caracteristicas, las algas verdes comprenden uno de los mayores grupos
de algas, por su gran numero de especies y la variedad de formas que incluyen
algas unicelulares, multicelulares y filamentosas, almacenan sustancias de reserva
en forma de almidén y su color verde se atribuye a los pigmentos como la clorofila
ay b; a,p carotenos y varias xantofilas (Craig, 1991). En el mundo existen
alrededor de 20,000 especies de este grupo que crecen tanto en agua dulce,

salobre, marina, asi como en diferentes ambientes terrestres (Norton et al., 1996).

Los cultivos de microalgas son identificados mundialmente como fuentes de
proteinas, grasas, carbohidratos y vitaminas, las que varian segun la especie de

gue se trate (Borowitzka, 1988), por ejemplo, su importancia en la acuicultura se
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debe a que son fuente de diversos nutrientes esenciales para larvas y
juveniles de moluscos, crustaceos y peces de importancia comercial. Es por
ello, que muchos trabajos de investigacion estan encaminados a determinar los
niveles de aminoacidos, azucares, vitaminas y acidos grasos (Watanabe et
al., 1983; Volkman et al., 1989; Brown, 1991; Brown y Jeffrey, 1992).

Son consideradas como fuentes muy valiosas de diversas moléculas (por ejemplo,
los &cidos grasos poliinsaturados, y en la obtencidn de aceites esenciales debido a
su composicion quimica (Harun et al., 2010)), para las industrias de geles como el

agar y carragenina, esta Ultima para espesar jaleas y gelatinas.

Ademas de que se les atribuye cuando menos el 50 % de la regulacion de gases
atmosféricos importantes para la vida en el planeta (Guevara, 2004), a través del
proceso de fotosintesis (remueve el CO, de la atmésfera) y libera el oxigeno como
un subproducto. En ese sentido, todos los cuerpos de agua a cielo abierto tienen
un gran valor ecolégico como trampas vivientes de gases de efecto invernadero y
purificacion de biogas (Conde et al., 1993), asi como recuperacion de cuerpos de
agua contaminados (Ayala y Vargas 1987; Sim et al., 1988; Canizares-Villanueva
y Ontiveros-Arredondo, 1993)

Asi, la biotecnologia de microalgas se ajusta al contexto del mundo actual, pues
ademas de satisfacer un interés cientifico y comercial, es una estrategia ecolégica
como por ejemplo el empleo de microalgas para el tratamiento de aguas
residuales que se ha convertido en un tema muy estudiado debido a la eficiencia
de estas para limpiar el agua y por la utilidad que representa la biomasa algal
generada durante este proceso. Aunado al tratamiento de aguas residuales se
pueden obtener productos de valor agregado, los cuales van desde obtencion de
biodiesel, productos farmaceéuticos y suplementos alimenticios. El subproducto que
ha tomado mas auge, es la produccién de biodiesel a partir de microalgas, el cual
estd siendo muy estudiado en paises de Europa y los Estados Unidos como una

fuente alterna de produccién de energia (Chisti 2007 y Mata et al., 2010)



Todo lo antes mencionado ha posibilitado su cultivo y explotacion industrial asi
como el desarrollo e implementacion de la biotecnologia. De hecho, en los ultimos
afos, compafilas de la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria, han
ampliado su mercado y competitividad gracias a las microalgas. Hoy en dia,
existen numerosas aplicaciones comerciales de las microalgas. Por ejemplo,
varias especies son comercialmente interesantes para mejorar el valor nutritivo de

los alimentos de consumo humano y/o animal (Martinez-Palacios et al., 2002)

Produccién de alimento vivo

La produccion de cantidades necesarias de alimento vivo para desarrollar
especies de interés sigue siendo el cuello de botella en acuacultura, multiples
complicaciones como el costo de mano de obra y equipamiento o adn mas
importante el valor nutricional del alimento vivo que se produce, mismo que puede
perderse debido a los problemas en produccion o no generar diferencias al
administrarse a los peces (Soorgeloos, 1980). En el éxito de las distintas técnicas
de cultivo intervienen un gran namero de factores como la calidad nutritiva del
alimento (Grossi, 2010).

Las especies de alimento vivo predominantes en acuicultura incluyen rotiferos y
cladoceros (Yufera y Pascual, 1984). De manera general los Cladoceros
presentan la ventaja de tener altos coeficientes de reproduccion, amplia tolerancia
ambiental, ser faciles de -cultivar y mantener en laboratorio, pueden ser
enriquecidos antes de ser utlizados como alimento, tiene la capacidad de
alimentarse de fitoplancton y residuos organicos (Pefia, 2003). Estos organismos
son muy importantes en la transferencia de energia de los niveles tréficos bajos a
los mas altos en los sistemas acuaticos, tiene una posicion central en la cadena
alimentaria acuatica por el impacto que ellos tienen sobre las poblaciones de algas
en la transformacion del alimento dentro de sus cuerpo y su reproduccion
(Aguilera, 2002).



Los claddceros son organismos de gran utilidad para la acuicultura ya que
representan un aporte nutritivo, diversifican el alimento y son presa facil para
larvas de peces y crustaceos (Lavens y Sorgeloos, 1996). Particularmente los del
genero Moina son considerados presa facil debido a su forma, movimiento, perfil
nutricional y pigmentacion (Sipauba —Tavares y Rocha, 2003), la edad y la fuente
de alimentacion determina su calidad nutricional y perfil bromatolégico (Ferraao-
Filho et al., 2003). Los cladéceros, particularmente Daphnia magna y Moina
macrocopa (en cuerpos de agua dulce) son los de mayor uso como presas de
peces. Las especies de Daphnia se prefieren en paises templados mientras que
en los tropicales Moina macrocopa es preferida por su amplia distribucion,
mayores densidades y tasas de crecimiento (Sarma et al., 2005) y sobre todo

porque las larvas de muchas especies las prefieren (Zaret 1980).

Evaluacion de la calidad nutrimental de las microalgas

Segun algunos autores (Sarma et al., 2005; Pefia-Aguado et al., 2005), el valor
nutricional y la cantidad de alimento suministrada, influye sobre la tasa de
reproduccion y sobre la frecuencia reproductiva de cladéceros y rotiferos;
determinando el crecimiento de la poblacién, por lo que se ha observado, en
muchas especies de zooplancton, una relacién directa entre la produccion de
huevos partenogenéticos y la cantidad de alimento disponible (Sipauba —Tavares
y Rocha, 2003).

Existen varios métodos para evaluar los efectos del tipo de alimento sobre el
crecimiento de las poblaciones cultivadas de zooplancton, entre los que se
encuentran el andlisis bromatolégico y la cuantificacion de la densidad de la

poblacion (Watanabe et al., 1983).

10



El uso de diferentes dietas para el cultivo de cladéceros del genero Moina, ha sido
investigado por diferentes autores, sin embargo el alimento vivo, es indispensable,
no solo por sus caracteristicas nutricionales sino también por las conductas

alimenticias presentes en las crias.

La calidad de una dieta se puede valorar mediante andlisis proximales asi como
mediante crecimientos en bioensayo. La evaluacion del crecimiento poblacional
dependen en gran medida de la relacidon entre la eficiencia de captura y el valor
nutritivo de la presa ingerida (Yufera y Pascual, 1984; Amat-Domenech, 1993),
mientras que la dindmica de una poblacion puede ser expresada por algunos
parametros poblacionales, tal como: tiempo de eclosion, tiempo de desarrollo,
tiempo de residencia en cada estadio, tasa de mortalidad de cada estadio,
proporcion de sexos, tiempo de generacién o duplicacién poblacional, esperanza
de vida e incremento o decremento de la densidad poblacional. Estos parametros

pueden obtenerse mediante la aplicacion de una tabla de vida.
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Antecedentes

En acuicultura, la investigacion de especies fitoplanctonicas se puede observar su
papel para cultivar zooplancton (Flores-Burgos et al., 2003). También, se ha
abordado el comportamiento alimenticio selectivo de especies de cladoceros,
estimando el efecto de dietas organicas de organismos algales (Scenedesmus
incrassatulus) y de estiércol en el desarrollo poblacional (Espinosa-Chavez et al.,
1992), mostrando que los cladoceros maximizan su ganancia neta de energia

elevando su tasa de ingestion de alimento.

En este mismo contexto, dietas a base de alga y una levadura, indican que las
tasas de crecimiento de rotiferos son influenciados de manera significativa por la
calidad de la dieta, y que son inferiores cuando se usa Unicamente la levadura
gue con la combinacién con el alga (Pefia-Aguado et al., 2005). Otro aspecto
(dietas combinadas y la interaccion con factores fisico quimicos) indica que los
resultados son dependientes de la especie de zooplancton que se utilice puesto
que en un estudio anterior (Jiménez et al., 2003) mostraron que el desarrollo de
Moina macrocopa fue mayor (densidad pico de 9429 Ind/L) que el de camarones-Z

marinos alimentados con las mismas dietas pero con distintas salinidades.

Sobre el impacto de la calidad nutritiva de Chlorophyceae (Chlorella sp. y Oocystis
sp) y la densidad, en clad6ceros Moinidae y Daphnidae (Moina micrura,
Ceriodaphnia dubia y Daphia ambigua), Martinez (2000) estimé y comparé la
conducta alimentaria de esas especies y concluye que Moina micrura presenta
una mayor eficiencia de consumo sobre Chlorella sp.

En cuanto a la densidad y calidad nutricional de la microalga, Chlorella vulgaris,
Nandini y Sarma (2003) evaluaron los patrones de crecimiento de siete especies
de cladoceros Alona rectangula, Ceratodaphnia dubia, Daphnia laevis,
Diaphanosoma brachyurum, Moina macorcopa, Scapholeberis kingi vy
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simocephalus vetulus) utilizando el alga Chlorella vulgaris como alimento a

distintas concentraciones.

Por su parte, Alva-Martinez et al., (2001) documentaron el efecto de la calidad
nutricional de algas de distintas clases: Chlorophyceae (Chlorella vulgaris) y
Cyanophycea (Microcystis aeruginosa), y tres densidades, sobre la dinamica

poblacional de Daphnia pulex, Moina macrocopa y Ceriodaphnia dubia.

Justificacion

La literatura sobre dietas algales muestra que basicamente todos estos trabajos se
han valorado a través de estudios poblacionales. También es muy importante que
el efecto de cada tipo de alimento (dieta) en las especies, sea valorado
individualmente. Sin embargo, los organismos zooplancténicos (filtradores),
raramente consumen alimento individualizado y es muy probable, que los cambios
estacionales induzcan cambios en la composicion, abundancia y diversidad de la
comunidad algal (Padisa’k y Reynolds, 1998), y por ende en la dinamica y
desarrollo de los herbivoros (Lampert y Sommer, 1997). Por esta razén, es
necesario estudiar el impacto de la combinacion de dietas algales en herbivoros

zooplanctonicos como el cladécero M. macrocopa.

En la evaluacién del efecto de las dietas en las especies acuéticas, la mayoria de
los estudios han considerado la valoracion proximal nutritiva y el crecimiento de
las poblaciones o analizar el comportamiento demogréafico. Muy raramente ambos
acercamientos; crecimiento poblacional y tablas de vida demogréficas. Asimismo,
en estudios demogréficos previos con M. macrocopa, se ha valorado una solo tipo
de dieta y en desarrollo poblacional, no se sabe hasta qué grado, la combinacién o
mezcla de algas en proporciones, afecta o altera los rasgos de vida demograficos

del clad6cero.

Al respecto, este estudio intenta arrojar claridad mediante la comparacion de las

respuestas de desarrollo y demografia poblacional de Moina macrocopa expuesta
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a dietas individuales y en combinacién de dos especies de Chlorophyceae. Por

estas razones, el presente trabajo tiene los siguientes objetivos

Objetivo Global

Evaluar el efecto nutrimental (individual y combinada) de dos especies de
microalgas Chlorella vulgaris, y Scenedesmus acutus en rasgos demograficos y de

desarrollo de Moina macrocopa.

Objetivos Especificos.

1. Estimar la dinAmica de desarrollo poblacional de Moina macrocopa
alimentada, individualmente y en combinaciones, con Chlorella vulgaris,

y Senedesmus acutus.

2. Establecer las respuestas demograficas de Moina macrocopa
alimentada, individualmente y en combinaciones, con C. vulgaris, y S.

acutus.

3. Definir el perfil de acidos grasos en las especies de micro-algas

utilizadas en este trabajo

Pregunta Experimental.

Estudios previos indican que las tasas de crecimiento de zooplanctontes son
influenciados de manera significativa por la calidad de la dieta. Si los estudios
previos indican que las tasas de crecimiento de zooplanctontes son influenciados
de manera significativa por la calidad de la dieta, entonces, ¢cual dieta
alimenticia, individual o en combinacién induce un mejor desarrollo en Moina

macrocopa?
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Material y métodos

Especies utilizadas

Clorella vulgaris: Este género esta ampliamente distribuido en aguas dulces y
saladas, y también en el suelo. Chlorella fue la primera alga aislada y llevada a
cultivo axénico, fue el microbiélogo holandés Beijerinck quien lo consiguié en 1890
(Shubert y Gartner, 2003). Las células son esféricas, ovoides o elipsoides,
solitarias 0 agrupadas. El protoplasto consta de un cloroplasto en forma de copa
gque puede contener o no un pirenoide, y de un citoplasma central incoloro, en el
cual esta inmerso el nucleo diminuto (Sze, 1998). La reproduccién asexual se
presenta por medio de autosporas. En la reproduccion asexual, las células
maduras se dividen en porciones cada vez menores, hasta que se obtienen
fragmentos uninucleados, cada uno de los cuales actia como una zoospora
(Dillard, 1989). Chlorella vulgaris es una de las especies de microalgas mas
estudiada por su facil cultivo, rapido crecimiento y su alto potencial en la

produccion de metabolitos secundarios.

Scenedesmus acutus: Esta es un alga muy comdn que se comporta de forma
cenobial, que suele presentarse casi como un cultivo puro en el plancton. Las
células en la colonia se organizan en multiplos de dos, las especies mas comunes
presentan cuatro u ocho células (Lee, 2008). Las células son elipsoides, ovoides o
en forma de media luna, la pared celular es lisa y no presenta espinas. El
cloroplasto es parietal y usualmente tiene un pirenoide. Este es probablemente el
género de Chlorococcales mas comunmente reportado y frecuentemente
abundante en aguas ricas en nutrientes, especialmente con un alto contenido de
nitrogeno (Shubert y Gartner, 2003). La reproduccién, gue en muchas especies es
totalmente asexual, se realiza mediante la formacion de autocolonias en el interior
de cada célula adulta. Dichas autocolonias quedan en libertad por ruptura de la
pared de la célula madre y después alcanzan gradualmente el tamafio y la

ornamentacion caracteristica de la especie (Lee, 2008). Dentro de este género,
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Scenedesmus acutus es una especie ampliamente estudiada y cultivada

principalmente como fuente de alimento en la industria de la piscicultura

Moina macrocopa. Conocida como pulga del agua (Diplostraca: Moinidae), un
crustaceo cladécero comun en el ecosistema dulceacuicola, es una especie
zooplanctonica importante en las cadenas troficas epicontinentales (lannacone y
Alvarifio, 2000) de manera particular el género Moina se caracteriza por su
contenido proteico que oscila entre 59-78% y del 12-27% de lipidos (Watanabe et
al., 1983).

Para la realizacidon de este trabajo se utilizd la especie del cladocero Moina
macrocopa (Straus, 1820), proveniente del lago de Xochimilco Ciudad de México,
la cepa del cladécero se mantiene en cultivo en el laboratorio de Metodologia
cientifica V de la FES lztacala UNAM.

Los clad6ceros se mantuvieron en EPA, que es una solucion de agua destilada y
sales disueltas (NaHCo3 0.095 g/It, CaSO,4 0.06 g/lt, MgSO,4 0.06 g/lt, KCL 0.002

g/It) como medio de cultivo, el cual se cambia cada 24 hrs.

Dietas

Se utilizaron dos cepas de algas Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus
provenientes de un cultivo establecido en laboratorio de Zoologia Acuética de FES
Iztacala, las cuales se mantuvieron en medio Bold-Basal (Borowitzka y Borowitzka,
1988). El contenido de peso seco de Chlorella vulgaris estd compuesta por
24.43% de acidos grasos, 3.7% de lipidos, 21.9% de proteinas, 44.1% de carbono,
3.2% de nitrégeno mientras que Scenedesmus acutus, peso seco, esta compuesto
por 27.48% de acidos grasos, 10.6% de lipidos, 32.0% de proteinas, 46.7% de
carbono, 3.9% de nitrégeno y 0.55% fosforo (Ahlgren et al., 1992).

Los cultivos se mantuvieron en botellas de dos litros a temperatura de 25+/- 1 °Cy

aeracion constante asi como luz difusa en forma continua; la concentracion inicial
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oscilo entre 0.5 y 1.0 x 10° cels mlI™, dejando que su crecimiento llegara a la fase
exponencial aproximadamente de 25 x 10° cels mI* que se alcanzé entre los 7 y
10 dias (Enriquez-Garcia et al., 2003). Al término de estos dias se les retiro el aire
y se mantuvieron en refrigeracion por 7 dias para que las células de las algas se
sedimentaran, transcurrido esos dias las botellas se decantaron, y se conservaron

en un frasco para su posterior uso.

Para saber la concentracion de células de Chlorella vulgaris y Scenedesmus
acutus se realizd6 un conteo con la ayuda de una camara de Neubauer y un

microscopio optico.

Fase experimental

Se utilizaron frascos de vidrio trasparentes de 50 ml en los cuales se utiliz6 el
alimento como tratamiento, se aplicé diariamente en 3 concentraciones diferentes,
la primera solo con Chlorella vulgaris, la segunda solo con Scenedesmus acutus y

la tercera en una concentracion 50:50 de ambas.

La fase experimental se dividio en 2 etapas:

A) Tabla de vida.- Se colocaron cohortes de 20 neonatos (<24 horas) de Moina
macrocopa en cada recipiente conteniendo 50 ml de la concentracién con
algas. Se realizaron 4 réplicas de cada concentracion del alga, que hicieron
un total de 12 frascos. El conteo se realiz6 con la ayuda de un microscopio
estereoscopico donde se reservaban los neonatos que eclosionaban para
realizar posteriormente con ellos el perfil de acidos grasos, dejando solo los
adultos hasta que termino el ultimo dia de vida de cada uno. El conteo de
los organismos se realizaba diariamente cambiando el medio de cultivo por
uno reciente. El experimento se llevd a cabo bajo condiciones de laboratorio

a temperatura constante.
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Los resultados de las pruebas demograficas se analizaron con las

siguientes formulas (Krebs, 1985).

Tabla de vida.
> Ta:s.a reproductiva bruta =X my
o
donde: m, = fecundidad
o
» Tasareproductiva neta Ro= X Iymy
o
donde: I, = supervivencia
m, = fecundidad
Z lemy.X
» Tiempo de generacidon (T) =
Ro

donde: Ix = supervivencia
mx = fecundidad
X =edad

» Tasa de incremento poblacional (r) =

n
e lm,=1
x=0
donde: e =2.718
X =edad
Iym, = Ro

B) Crecimiento poblacional.- se colocaron poblaciones de 10 individuos de
Moina macrocopa (5 neonatos, 3 juveniles y 2 adultos pre-
reproductores), en cada recipiente conteniendo 50 ml de la concentracion
con algas. Cada 24 h, se contaron los individuos y se cambiaron a
medios frescos con las mismas condiciones experimentales. El estudio
termind cuando las poblaciones dejaron de crecer y comenzaron a decaer.

La evaluacion seguird procedimientos estandares (Krebs, 1985).
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Para valorar el crecimiento de la poblacién se utilizo la formula (Krebs, 1985):

Crecimiento poblacional

In Nt -In No
t
donde : No = densidad inicial
Nt = densidad al tiempo t

Obtencion de acidos grasos

Se realiz6 el perfil de acidos grasos, de las dos algas utilizadas como dietas, asi
como de los neonatos de Moina macrocopa obtenidos de los ensayos para
obtener la tabla de vida, mientras que los adultos provinieron de los ensayos de
crecimiento. La extraccion de lipidos se realiz6 de acuerdo con el método
de Bligh y Dyer (1959) mientras que los esteres metilicos de &cidos grasos
(FAME) fueron obtenidos por transesterificacion (Morrison y Smith, 1964). La
composicién de acidos grasos se determind utilizando un estdndar de FAME en
un cromatégrafo de gases Perkin Elmer Clarus 500, equipado con un detector
FID y controlado por ordenador, asi como una columna omegawax capilar (30
m X 0,25 mm ID) y el nitrégeno de alta pureza como gas portador. El estandar de
éster metilico del &cido graso y 14% de trifluoruro de boro en metanol se
obtuvieron de Sigma-Aldrich Chemical Co.

Para valorar, la significancia de los datos, el crecimiento poblacional y los
aspectos demograficos de M. macrocopa, se cuantificaron mediante una ANOVA
de dos variables y las diferencias entre los distintos tratamientos de dieta se
realizd6 mediante la prueba de Tukey (Sigma plot Ver.10). Todo el disefio

experimental se resume en el siguiente diagrama
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Diagrama de flujo
Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3

Figura 1. Diagrama de flujo del disefio experimental del presente trabajo.
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Resultados
Crecimiento poblacional

De manera global, el crecimiento mostro una dinamica similar en todas las dietas
experimentales, con una etapa de latencia que oscil6 entre 3-5 dias, e inicid una
etapa de crecimiento exponencial y abundancia maxima que oscilé entre 190 —
671 ind/50 ml, y una fase de colapso o finalizacion entre 9 — 20 dias en suceder,
segun la dieta. Este tiempo de maximo crecimiento se vio alterado
significativamente (p< 0.001) por el tipo de alimento. Asi, la dieta que indujo la
mayor abundancia o densidad pico del cladécero fue la de C. vulgaris, y se tardé

17-20 dias en alcanzarla.

En los otros dos tratamientos hubo una disminucién tanto en el tiempo en el que
se alcanzo la densidad maxima: reduccién a la mitad del tiempo y del 47.37% en
la densidad por la dieta con S. acutus, y de alrededor de un tercio de tiempo y una
densidad en torno del 75 % (72-75 %) por la combinacién de ambas dietas,
respectivamente (figura 1. A, B, C). La tasa de crecimiento intrinseco por dia oscil6
entre 0.16 — 0.23 (tabla 1). De acuerdo con la prueba de Tukey, no hubo
diferencias significativas entre las dietas alimenticias mono-especificas, solo la

hubo con relacion a la mezcla de ambas algas (Fig.2, tabla 2).

Tabla 2. Densidades maximas de organismos alcanzadas en los diferentes tratamientos

aplicados al crecimiento poblacional de Moina macrocopa

Dietas C. vulgaris S. acutus Combinacion
Abundancia Max. 651 inds/ 50 ml 196 inds/ 50 ml 187 inds/ 50 ml
Periodo de Crec 20 dias 13 10

Crec Intrins / Dia 0.16 /dia 0.20/ dia 0.23/dia
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Figura 2. Crecimiento poblacional de Moina macrocopa con dos algas como
alimento, a) Chlorella vulgaris 5 x* cels.ml™ b) Scenesmus acutus 5 x* cels.ml™ Y
la combinacion de ambas c) Chlorella vulgaris+ Scenesmus acutus 2.5 x10 cels.ml’
/2.5 x10 cels.ml™. Los promedios estan dados por el promedio +/- e error estandar

de cuatro repeticiones.



Demografia

La dieta, tuvo efecto segun el rasgo de vida y es especie especifica. De manera
global, el tipo de dieta ejercidé un efecto (significativo P< 0.001) segun la variable
demografica; la respuesta fue siempre mayor con las dietas mono-especificas que
por la combinada (Tabla 3). Entre variables, las de sobrevivencia (promedio y
esperanza de vida y el tiempo generacional), se observa que Moina macrocopa
alimentada con Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus, tiene en promedio, la
esperanza de vida y el tiempo generacional semejantes, siendo reducidos
significativamente (P<0.001) por la combinacién 50:50 de ambas. Las variables
demograficas mas afectadas son las relacionadas con la reproduccion (tasas bruta
y neta de reproduccion y el crecimiento intrinseco por dia) en los cuales la
reduccion oscilé alrededor de 33 — 65 % segun el parametro. Cabe destacar que la

diferencia entre cada dieta fue muy significativa segun Tukey (Figura 3).

Un detalle importante es que el desempefio de M. macrocopa con la dieta con
Chlorella vulgaris fue de mayor sobrevivencia por una menor reproduccion. Esta
misma alga disminuyé mas las respuestas de reproduccion del cladocero que las
dietas donde estuvo presente S. acutus y la dieta combinada. En cambio, el
alimento con Scenedesmus acutus indujo una mayor reproduccion a cambio de
una menor sobrevivencia. Esta Gltima tendencia (mayor reproduccion a costa de la

longevidad) también se observo en la dieta combinada (Figura 3).

Tabla 3. Variables demograficas de Moina macrocopa expuestas a dietas de C. vulgaris, S. acutus
y la mezcla de ambas en una proporcion 50:50. Los datos son el promedio y el error estandar de

cuatro replicas.

Promedio Esperanza | Reproduccion | Reproduccién Tiempo r-final
de vida de vida bruta neta generacional
C.vulgaris | 11.1+0.42 | 10.6 £0.42 17.29 +1.52 10.05 +0.87 7.12+0.19 0.38 £
0.02
S. acutus 7.61+0.14 7.11+0.14 35.36%£1.20 15.85+1.04 5.67+0.12 0.55+0.01
C.vulgaris+ | 6.46x0.11 5.96+0.11 21.55+0.45 5.59+0.55 6.10+0.24 0.30+0.01
S. acutus
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Figura 3. Variables demogréficas de Moina macrocopa expuestas a dietas de Chlorella vulgaris (C. v.), Senedesmus acutus y la mezcla de

ambas en una proporcién 50:50 (C.v. + S.a.). Los datos son el promedio y el error estandar de cuatro replicas, a, b y ¢ prueba de Tukey.
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Contenido de acidos grasos de las Chlorophyceae experimentales.

En general, el perfil de acidos grasos de ambas algas, fue muy parecido en cuanto
a su composicion: solo diferente en la cantidad individual del &cido graso. En
relacion al grado de saturacion, se pudo observar que hubo grupos de acidos
relativamente constantes dentro de las dos algas y otro donde variaron de forma
muy notable. De los acidos grasos saturados (SAFASs), los mas abundantes en
ambas algas fueron el palmitico y el estearico, aunque su concentracion fue mas
del doble en C vulgaris que en S acutus. La cantidad total de SAFAs en ambas
dietas fue del 36 y el 18 % respectivamente (Tabla 4). De los insaturados Mono-
insaturados (MUFAS) y poli-insaturados PUFAS), los predominantes fueron el a-
Linolenico y el Oleico cuyo comportamiento fue inverso segun la dieta: el primero
siendo mas abundante C. vulgaris, mientras que el segundo domino en S acutus.
La cantidad total de estos &cidos fue cerca del 50 % total en ambas especies
fitoplancténicas.

La relacion, en el perfil de &cidos grasos no saturados (mono 6 poli-insaturados)
de las micro-algas, C. vulgaris tuvo una mayor proporcion de MUFAs mientras que
Scenedesmus acutus mostré una mayor proporcion de PUFAs. Esto determiné
que el indice Insaturacién/Saturacion, sea casi 2.4 veces mas que en la ultima
micro-alga. El perfil de &cidos grasos se complementa con los indeterminados,

mismos que representan casi un décimo del total (Tabla 4).
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Tabla 4. Perfil de acidos grasos de Moina macrocopa alimentada con dietas de

Chlorella vulgaris, Scenedesmus acutus y la combinacion (1:1) de ambas algas.

Acido Graso Chlorella vulgaris Scenedesmus acutus
# carbones | Tipo Porcent | # carbones | Tipo Porcentaj
aje e
Miristico 14C: 0 saturado 1,93 14C: 0 saturado 1.32
Miristoleico 14C:1 w 5 | Mono-insat 0.16 14C:1 w 5 | Mono-insat 0.36
No Identif 14 - 16C 2.95 14 -16C 1.38
Palmitico 16C:0 Saturado 27.13 | 16C:0 Saturado 11.87
Palmitoleico 16C:1 w 7 | Mono-insat 5.98 16C:1 w 7 | Mono-insat 8.60
No Identif 16 — 18C 1.57 16 — 18C 12.65
Estearico 18C:0 saturado 7.67 18C:0 saturado 4.64
Oleico 18C:1 w9 | Mono-insat 22.23 | 18C:1 w9 | Mono-insat 13.99
Linoleico 18C:2 w 6 | Poli-insat 7.16 18C:2 w 6 | Poli-insat 8.56
a-Linolenico | 18:3 w3 Poli-insat 8.98 18:3 w3 Poli-insat 26.94
Vaccenico 18C:1 w 7 | Mono-Insat 5.69 18C:1 w 7 | Mono-Insat 2.36
No ldentif 18 — 20C 421 |18-20C 4.01
Araquidénico | 20C:4 w6 | Poli-insat 2.68 |20C:4w6 | Poli-insat 1.45
EPA 20C:5 w 3. | Poli-insat 1.06 20C:5 w 3. | Poli-insat 0.85
DHA 22C:6 w 3 | Poli-insat 0.61 22C:6 w3 | Poli-insat 1.02

2 SAFAs =36.73 %

2 SAFAs =17.83 %

2z MUFAs = 34.06

2 MUFAs = 34.04

Z PUFAs = 20.59

2 PUFAs = 20.59

Insaturad/ Saturad = 1.48

Insaturad/ Saturad =3.06
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Discusion.

El crecimiento poblacional depende en gran medida de la relacion entre la
eficiencia de captura y el valor nutritivo de la presa ingerida (Yufera y Pascual,
1984; Amat-Domenech, 1993). En general, la mayoria de las dietas a base de
otros organismos (levadura, por ejemplo), como fuente Unica, tienen un valor
nutricional muy bajo en relacion con las dietas con microalgas (Pefia-Aguado et
al., 2005). Las Algas presentan composiciones bioguimicas (enzimas, proteinas,
acidos grasos, etc.) que les confiere propiedades nutricionales buenas, ya sea en
dietas mono-especificas o combinadas (Alhgren et al., 1992: Whyte et al., 1989).
De manera semejante a los resultados de este estudio con las dietas especificas,
en otras investigaciones, las respuestas vitales de Moina macrocopa expuesta a
las distintas dietas (mono-especificas y combinadas) de Chlorella vulgaris y
Scenedesmus acutus, oscilaron dentro de rangos ya documentados en la literatura
para otros zooplanctontes como cladéceros, D. ambigua (Sarma et al., 2009), y
rotiferos (Flores-Burgos et al., 2003). Asimismo, en esta investigacion Moina
macrocopa, mostrd diferencias muy significativas no solo entre sus respuestas
vitales sino en relacién a la dieta con la que se le alimento. Por ejemplo, en las
dietas mono-especificas, esta especie de cladécero siempre tuvo
comportamientos vitales superiores que cuando fue alimentado con la mezcla
proporcionada de ambas algas. Normalmente, las dietas mezcla, suelen disefiarse
para complementarse y mejorarse nutrimentalmente (Brown et al., 1999). Al
parecer, no fue ese el caso en la combinacidon de ambas algas como dieta en
nuestro trabajo, de acuerdo al comportamiento del cladécero estudiado. Habria
qgue analizar la composicion nutrimental de cada alga con mayor detalle para
establecer cuales fueron los nutrimentos que para mejorar la dieta no sélo no se
sumaron, sino que al parecer se habrian neutralizado, dado que en ningun rasgo
vital (de crecimiento o demografico), se observdé una respuesta mejorada en

relacion a las dietas mono-especificas (Figura 3).

De las algas especificas, en general, Chlorella vulgaris fue una dieta mas

apropiada para algunas variables que aquellas de Scenedesmus acutus. C
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vulgaris indujo una densidad alrededor de tres veces superior en la dinamica
poblacional del cladécero que la alcanzada alimentado con S. acutus (Figura 2.).
Las especies de algas pueden variar significativamente en sus valores
nutricionales (Brown, 1991), afectando las respuestas vitales de los organismos.
En este contexto, Daphnia ambigua, alimentada con diferentes concentraciones de
las mismas algas (Sarma et al., 2009) exhibié coincidentemente una dinamica
similar a la de M. macrocopa en este estudio. En parametros demograficos no
reproductivos (de sobrevivencia), también esta especie de cladocero exhibié una
mayor longevidad, esperanza y vida promedio alimentado con la misma alga.

Como corolario, su fecundidad fue menor pero se extendié un mayor periodo.

Por su parte, Scenedesmus acutus curiosamente produjo un comportamiento
inverso, en sus respuestas demograficas. Es decir, indujo una mayor fecundidad a
costa de un menor periodo de sobrevivencia. Este comportamiento no es inusual
en zoplanctontes, en relacion a la cantidad o la calidad de la dieta. Daphnia
ambigua y Moina macleayi (Sarma, et al., 2009a 2009b) coincidentemente,
exhibieron el mismo patron de respuestas que M. macrocopa en este estudio.
Como se observa, en ciertos aspectos M. macrocopa tiene la capacidad de
derrotar a otros cladéceros moinidos ya que produce buena cantidad progenie,
nunca cesa de reproducirse en situaciones de estrés, y tiene un amplio espectro

de alimentacion

Dentro de los rasgos de algas que presentan propiedades nutricionales buenos, se
encuentran los relacionados con su composicidn bioquimica las enzimas,
proteinas, y los acidos grasos (Whyte et al., 1989) y su composicion puede variar

segun sus condiciones de cultivo (Brown, 1991).

De acuerdo con Martin-Creuzberg y Von Elert (2004), la disponibilidad y la calidad
del alimento son los factores biéticos de mayor impacto en los rasgos de vida y las
estrategias de sobrevivencia de zooplanctontes de agua dulce. En este contexto,

Koch et al., (2009) mostraron que la calidad proteinica de las algas es crucial para
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la reproduccion disminuida de D. magna en situacion de estrés, incrementado la

oportunidad de sobrevivencia en esas condiciones (Bouchnak y Steinberg 2014).

En su proceso de adaptacion, los organismos acuaticos requieren de una dieta de
compuestos esenciales (acidos grasos SAFAs, MUFAs y PUFAS) que estan
relacionados con su desarrollo y desempefian un papel fisiologico fundamental
dentro de los procesos bioquimicos (Sargent et al., 1997). A los SAFAs se les ha
relacionado con mayores abundancias y su papel en la maduracion de los huevos
y el subsecuente vigor de los estadios juveniles, la concentracién de SAFAs podria
ser utilizado como criterio para definir dietas apropiadas tanto para reproductores

como para los juveniles (Acosta-Salmon, 2004)

Los &cidos insaturados, principalmente los poli-insaturados (PUFAS), y también los
acidos grasos “esenciales” (algunos de los poli-insaturados de carbono omega w
3, w 6); su cantidad y calidad energética (Brett et al., 2009), se les asocia a
respuestas mejoradas en el comportamiento vital. Existe evidencia experimental
que las dietas con PUFAs suelen mejorar el desarrollo corporal, la reproduccion y
la sobrevivencia en organismos acuaticos zooplancténicos (Ravet et al., 2003).
Los PUFAs deben de ser ingeridos en las dietas dado que no pueden ser
sintetizados de nuevo por los consumidores (cuando menos en las tasas
suficientes para cubrir las necesidades fisiologicas (Arts et al., 2001). Al respecto,
Brett et al., (2009) sefialan que la cantidad de consumo umbral de PUFAs omega
para algunos organismos acuaticos es > al 2 %, cantidad presente en ambas
dietas. En este trabajo, la cantidad de acidos grasos poli-insaturados fue tres
veces superior en Scenedesmus acutus (Tabla 4). Esto explicaria, cuando menos
parcialmente, porque los aspectos reproductivos en Moina macrocopa fueron
mejorados hasta en un 50 % con esta dieta, e incluso por la dieta combinada en el

crecimiento poblacional del cladécero (tabla 2).

Este cambio de estrategia segun la dieta en organismos acuaticos como M
macrocopa, se debe a que en condiciones de estrés (competencia intra-especifica

en el crecimiento poblacional o por la calidad de la dieta en la demografia), el
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gasto de energia para aspectos de mantenimiento corporal (desarrollo) o de
reproduccion depende, cuando menos parcialmente en la composicion bioquimica
del alimento (Bouchnak y Steinberg, 2014). Estos mismos autores argumentan
que el &cido graso a-Linolenico controla el periodo de vida de clad6ceros mientras
que la cantidad de progenie parece deberse al contenido de carbén y a los amino

acidos en el alimento.

Al respecto, de acuerdo con una hipétesis muy aceptada, se asume de que existe
un presupuesto energético fijo en organismos acuaticos (Walls y Ketola, 1989), y
que los cambios facultativos de rasgos de vida de los zooplanctontes estan
asociados con costos o modificacion en la translocacién del recurso. En
consecuencia, cuando existe un intercambio entre los recursos transferidos para el
crecimiento esto es a costa del asignado para la reproduccién (Clark y Harvell,
1992; Stearns, 1992). Esto representa un intercambio entre la reproduccion
presente y la futura, e indica que los organismos en la naturaleza, pueden adoptar
respuestas a cambios, aparentemente sutiles, ante dietas algales que cambian
temporalmente a lo largo de sus ciclos. Esto también implica, que la estructuracion
de los organismos dentro de las comunidades sufre re-ajustes en funcion de estas
respuestas fitoplancténicas, ya que existe evidencia experimental que las dietas
con acidos poli-insaturados son cruciales en su transferencia dentro de las tramas

troficas acuaticas (Copeman et al., 2002; Tocher, 2003).

Resta sefialar, que el porcentaje de acidos grasos no determinados, es muy alto y
mucho del mismo, probablemente es contaminacion de origen bacteriano. En los
cultivos axénicos, es muy dificil controlar el crecimiento de estos micro-organismos
(Garcia et al., 2012). La huella de este grupo, son los acidos de 17C y que sufren
biotransformacién a acidos grasos como el acido vaccenico el cual tiene un

porcentaje mayor al 5 % (Tabla 4).
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Conclusiones.

Moina macrocopa respondié con dindmicas particulares segun el tipo y calidad

nutrimental del alga.

Esta especie de claddcero tuvo comportamientos superiores en sus rasgos vitales,

alimentado con dietas mono-especificas.

Chlorella vulgaris indujo mayores abundancias pico y sobrevivencias a costa de

reproduccion mas reducida y lenta.

Scenedesmus acutus estimulé una mayor reproduccién, durante menor periodo de

tiempo aunque mas rapidamente.

El perfil de acidos grasos de C vulgaris es mayoritariamente de mono-insaturados

mientras que el de S acutus es poli-insaturados.
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